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暴動過の間曲は，脈管系の簾の本質セ・かか滴購であり，古くから生理的に血管酬の艦齢農
・縢透圧輔・して取扱伽てきた．実際生麟件下での蝿顯の・・な小分子の物質φ翻㍉
は，透過する分子の大きさに限度があり，その限度はインシュリン（分子量：約5500）程と考えられ，ナル、．、、蝿
ブミソなどの血清蛋白質の透過はほとんど陰性である。ところが病的条件下での管血透過は（浮腫とレて｝　　燕
蛋白質の・うな高分子卿透過㈱的・・認め・れ・．・か・，その透騰の本態・・つ鴫現寵壽
お棚な点砂くない・ @　　　　　　　　　’：継　著者の協同研究老は，すでに独自の立場から，その炎症刺激として抗原抗体反応をえらび，その結果曝し，ヒ．、．
た炎症反応，すなわち，アレルギー性炎症（アルチチス現象）局所における局所の徴小循環の障害が炎症局三「守　．
所で灘化され，灘・れた別・の、h，m・。a1孤，d・。・。，s・・支配され・・とを示してきた．・の一連蝦∵
において，著者は，抗原抗体反応によって活性化された血清或は多核白血球から遊離される血管透過埠因子撫　1
の艦綴を行・てきた・　　　　　　　　　　　　・ln・繧
　本研究においてけ，血管透過二進の強さは静注されたradioactive　C251）Evans　blueのモルモット・皮膚　“
における局所透過を指標とし血管透過性の二進をRadio　chemica1に定量する方法を案出したあと，先ずゼ
殉・の多核麟蜘囎三脚進因子が抗原抗体反応の二食過程に活性化さ馬細胞外嚇織
ることを定量的に示した。ついで，遊離された血管透過二進因子を分離精製することによって少なくとち2
種の異った蛋白性の因子よりなることを示した。最後に，それらの因子がアレルギー性炎症（アルチュス現．　：：
象）局所でみられた即時型血管透過機序並びに遅延型血管透過機構にそれぞれ関与することを考察，ひろぐ，．，
病的条件下における後小循環系の障害機序解明への新しい立場を提供しようとするものである。
　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　材　料　と　方　法
動物は成熟三白家兎（1．8～2．2kg）並びにモルモット（499－6009）を使用した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一8一
　1．免疫沈降物の調製
　動物の感作は牛血清アルブミン101ロgのカリミョウバン懸濁液を用いて，ウサギの両側大腿努努並びに肩
甲骨下筋肉内に10ケ所にわけて注射して行った。20日後に沈降素価を測定，血清1mJ中に0，8－1．2mg
の抗体量を含む動物のみを使用した。
　免疫沈降物は，抗原と抗血清を等量域において沈澱した抗原抗体沈降物を集め，生理的食：塩水で洗瀞後，
抗体窒素量を測定，21ng　NAb／mZに調整した。
　2．　モルモット腹腔内より多核白血球の分離
　モルモットの腹腔内にグリコーゲン（0．1％）一ゼラチン（0．35％）の混液を注ス，16時間後に採取した腹
水から多核白血球を分離した。採取された腹水内の浮游細胞の85％以上は中性多核白血球で，わずかにリン
パ球など単核球を含む。Hank’s溶液で採取細胞を洗ったあと，．細胞数を1皿」あたり4×108個に調整し
た。実験に際しては，常にエオジン溶液を用いて，細胞のviabilityを検索，障害細胞が殆んど含まれてな
い細胞浮游液のみを用いた。
　3．血管透過尤進因子の分離，精製
　Sephad（既G－50を用いた分子ゲル炉過法とDEAE－Sephadex　A－50によるイオン交換クロマトグラア
ィーの組合せによって粗製物を分離したあと分離，分析用のアクリルアミドゲル電気泳動法によって精製し
た。精製過程における蛋白量は分光光度計による280凱μの吸光度から算出した。
　4．　多核白血球による免疫沈降物の喰食実験
　細胞浮游液（1mZあたり2×108或は4×108個）4容に対し，種々の濃度の免疫沈降物1容を加え，37
℃の湯煎中で振登加温する。加温後，経時的に細胞，免疫沈降物混液を採取，氷冷により反応をストップさ
せたあと，遠心により上清を分離，“Ce11－free　Supematant”として，実験に用いた。対照には同一実験
条件下で免疫沈降物を含まない細胞浮游液だけ，或は細胞を全く含まない免症沈降物だけのincubation且uid．
を用いた。
　5．血管透過充進の強さの定量的判定法
　あらかじめ125工同位元素で標識したエパソスブルーを静注したモルモットの背部皮内に試験物質0．11nJ
を注射し，注射部位に集積した局所透過色素量を指標とする，皮膚切除後，同部の色素量を放射性同位元素
追跡法により（また実際局所の透過色素を抽出することにより）定量的にあらわした。エパソスブルー，ト
リパンブルーのような色素は2％以上の濃度で動物体内に注入された時，生体内では血清蛋白と結合した色．
素と遊離の色素が流血中に存在するが，結合色素は生理条件下では血管外に透過しないことが知られている
ので，本実験で測定された局所透過色素量は病的条件下の血管透過を定量的に衰示するものである。
　6．その他の検定法
　分離された血管透過性充進因子の特性を知るために，生物学的にはモルモット腸管を用いた平滑筋収縮試
験，生化学的にはプ冒テアーゼ並びにエステラーゼ活性の測定が行なわれた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　　成　　績
　1．喰食多核白血球（PMNs）より血管透過充進因子（PFs）の細胞外への遊離
　一定のPMNs浮游液（2×108又は4×108　Ce11／1皿Z）に対して，種々な濃度の免疫沈降物を加え，3τ
℃で15分incubateされた時，　PMNsは免疫沈降物を喰食することは，既に著老の協同研究者たちによって
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　図1に示した様にPMNsに免疫沈降物を加え，37℃で15分incubateしたあとの細胞外液を集め，　PFs
分離精製のためStarting　mteτia1とした。採集された細胞外液からは，　Sephadex　G　50→DEAE－Sephadex
A－50→分離用ポリアクリルアミドゲル電気泳動→分析用ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により，少な
くとも2つのTypeのPFs，すなわち，塩基性蛋白性のCati。n…c　PFと酸性蛋白性のAロi。n…c　PFが分
離された。
　皿．Cationic　PFとAnio旦ic　PFの特性
　Catioロic　PFは抗ヒスタ・・ミソ剤によ・うて抑制される・short　acti皿9の透過性因子で，耐熱性で，モルモヅ
ト腸管を収縮しない。パパイン，α一キモトリプシソによって失活しないがトリプシンによって一部失活ず』
る。アミコソの超限外源過法により分子量は10，000以下のペプチドと想定される。
　一方，．Ani。nic’PFは，抗ヒスタミン剤によって抑制されない1。ng　a面ngの透過因子で，易熱性，非
笹折性の酸性蛋白性物質で，・Cati。ロic　PFと性状を異にする。モルモット腸管は収縮しない。α一キモトリ
プシソ，トリプシンによっても失活しないが，パパインにより失活する。また，Anion…c　PFそのものにプ
ロテアー・甲骨はエステラーゼ活性をもたず，またよくしられているaatural　pr。tease　inhibitoτsにも全く
影響されない。即ち，よく知られているMiiesのグロブリン因子やカリクレイソの様な血清由来の蛋白性
透過性堅甲因子とは明らかにちがうことを示している。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　　　　察
　よく知られているように，一般に炎症反応と呼ばれる現象は，動物組織に何か有害な刺激細胞の正常な代
謝過程を障害するような因子一がはたらいた時その刺激に対して動物組織が示す局所反応でp組織細胞の変
｛生，血管拡張，毛細血管の透過性の尤進（浮腫），リンパ管閉塞，游離細胞の游出，浸潤，増殖：（肉芽）と
いう一連の変化がきまって現われる。これらの変化は刺激の強さ，その作用時間，起炎因子のちがい，局所
の組織臓器のちがいによって若干ちがってくる。しかし上述の変化は一つの基本様式として，すべての炎症
反応に共通しておこる変化である。
　著者の協同研究者は，すでに独自の立場から，その炎症刺激として抗原抗体反芯をえらび，その結果生じ
『た炎症反応，すなわち，アレルギー性炎症（アルチュス現象）局所における血管透過の充進が，炎症刺激直
後からあらわれる弱いr過性の抗ヒスタミンに可成り抑制される即時反応と，遅れて現われるが，はるかに
強く長時間持続する抗ヒスタミンに全く搾制されない遅延反応との二相性に認められること，更に，それぞ
れが門下で灘驚鋸耀さ禰酬ゆ呼哩塑i解t。「sに支配されることを示してき衝
　同時にまたこの様な炎症局所の形態学的検策，殊に電顕的解折で，免疫沈降物の血中，或は組織内への出
現と多核白血球による免疫沈降物の喰食像が上述の血管透過進充進の時期に平行して観察された。このこと
から，抗原抗体反応にって活性化された多核白血球の炎症における役割の一つとして，細胞から遊離される
cheエnical　mediatorsが本実験では対象となった。
　実際，本実験の成績から理解されるように，中性多核白血球由来の血管透過開進因子が，抗原抗体反応物
の三食過程に細胞内で活性化され，細胞外に遊離することが示された。透過因子には少くとも2種あり，そ
の一つは抗ヒスタミン剤によって抑制されるshort　actingの物質であり，いま一つは，抗ヒスタミン剤で
抑制されない10ng　actiagの物質である。従って上述炎症巣における即時反応並びに長時間の遅延反応を説
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明するのに好都合の作用物質である。
既報の・く知・れた血管灘充進因子・の比較蔽・にま・め・れた・購の分離・精製・た晦1簾
子は，抗原抗版離よ。て・tim・1・理れ驚動から離するも呪多くの透過因子が蜻蛛であ離職
・とと対比・て，病的条件下におけ・微小循環系の職序糊に極めて有力伽をあたえ・もの廉繕
られる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　　　　語
　1．モルモットの腹：水より分離した多核白血球と抗原抗体反応沈降物をin　vitr。でincubate（37℃）ず
ると，、直ちに細胞内で活性化された血管透過尤進因子が細胞外へ遊離する。この様な透過因子の遊離荊
incubateされた細胞数と添加される抗原抗体反応物の間の量的相関に左右される。
　2．多核白血球由来の透過因子の分離精製は，Sephadexによる分子汐過法，イオン交換ゲルによるク仁
マトグラブ，アク’リルアミドにする電気泳動法の組合せによって行われた。
．．2ζρ結果，，少くとも2つの作用物質が分離された。一つは抗ヒスタ§，γ剤に抑制されうβh。∫麺cting．の．
塩基性ペプチド｛生の物質（cationic　PF）であり，いま一つは，抗ヒスダ妻ン剤に抑制されない易熱性の10ng
actingの酸性蛋白性の物質（anionic　PF）で，既報の血清由来の因子とは特質を異にする。
　3．上述因子は，アレルギー性炎症（Arthus現象）局所の微小循環傷害として観察された即時型ならび
に遅延型の血管透過反応をそれぞれznediateする因子と考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
蛋白質を透過するのみであるが，炎症の際には多量の蛋白が通過する。即ち，アルブミンなどの高分子の血
清蛋白の透過が認められる。透過の三三は微小血管の内皮細胞の間を結合するセメント物質の小孔が血管透
過充進因子（PFs）の作用により変化するためと考えられている。
　著者の協嗣研究者はアレルギー｛生肝（アルチェス現象）の局所の微小領環障害が炎症の局所で灘製ヒ，遊
離された化学物質により影響されることを概に報告している。著者絃この一連の研究の中で抗原，抗体反感
沈降物質（Ppt）により活性化された血清又は多形核白血球（PM層）から遊離されるPFsの分離，精製を
行って来たが，今回はモルモットを用いradioactive　e25D　Evans　biueの炎疲部の皮膚に透過される量を”・＝∴
radlo－chemica1に定量する方法を案出し，これによりモルモットのPMN由来のPFsのPpt食食過程で
活性化されることを知り，更にこれらの因子を分離，精製することにより2種の異った蛋白質性物質である
こと，アレルギー挫炎症の局所に見られる癒管透過機序の郷時型ならびに遅延型の両者のそれぞ燕江開与す
ることを認め，これらを二野のPFs・と蕩箆しその特性を究めた。本論文はこれらの研究の結果を坂纏めた
ものである。
1．実験の方法と過程
　a．Ppt（抗原抗体反応沈限物）
　　　実験動物として成熟雄白家兎（1．8～2．2kg）ならびにモルモット（40e～ε◎◎9）を用い，蕊老蓉牛
　　魔物アルブミンを筋肉肉伊野回し，抗牛搬渚アルブミンウサギ浮野を得，これに牛濫清アルブミンを加1
　　え，；抗原抗体反応沈降物（Ppt）を作った。
　b．PMNによるPptの貧食
　　　モル考ットの腹腔にグリコーゲン（0．1％）一ゼラチン（0．35％）の混液を注入し，16時間後，腹水
　　からPMNを集め，この細胞浮游液（1π1Z’中2×108あるいは4×105個）4容に射し，種々の濃度の
　　P鉾1容を加えてに37。C無温，感作L．経時飽にこれを氷冷し，遠心により上清を分離しこの上清をPFs
　　抽出の糧材とした。
　c．PFsの分離と精製
　　　Sephadex　G－50による分子ゲル源過とDEAE－Sephadex　A－50によるイオン交換クロマトグラフ
　　ィーの組合せにより糧製物を分離し更に分析用ア’ク’リルアミドゲル電気泳動法により精製した。
　　　精製の過程はi匿1の通ウである。
　δ．血管透過充進の強さの測定
　　．あらかじめエ251同位元素でラペルしたEvans　b董ue　1を静注したモルモットの背部皮内に被検試料を
　　0．1皿」注射し，同部に集った局所血管透過色素量をスペクトルフォトメーターと放射性化学的方法と
　　により定：量した。
　e．その億PFsの特性について
　　　生物学的にモルモット腸管の平滑筋版縮試験，生化学的にプロテアーゼならびにユステラーゼ活性を
　　しらべ，既知のPFsとその性質を比較した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　臨
H．実験の結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　PMNをPptと混じ37℃で15分i鵬ubateすることによりPMNがPρtを食食し，活｛生化されたPFs
が丁丁外に検出されたが，その量はi罵曲a乞io驚の時悶（5～60分）の問で余り増加を認めない。しかし
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　細胞とPptの濃度の間には一定数の量的相関があり，2×108個のPMNに対し0．251ng　Nの抗体：量を
　もったPptが加えられた時，最高のPFsの遊離が認められた。
　　PFsは前記の分離精製法により，少くとも2つのTypeのPFs，既ち塩基性蛋白性のCati。n…c　PF
　と酸性蛋白性のAnbnic　PFに分けることが出来た。　Cationic　PFは抗ヒスタミン剤により抑制される
　Short　actiロ9のPFで耐熱性であり，モルモット腸管を収縮せず，パパイソ，α一キモトリブシンにより9
　失活しないが，トリプシンにより一部失活する。分子量は10，000以下のペプチドと想定される。
　　Aρionic　PFは抗ヒスタミン剤により揮郡さμな㍉・．10ng　a『喚狂ρPEで笏熱臨非透析性の酸性蛋
．白性物質でモルモット腸管を収縮せず，α一キモトリブシソ，トリプシンで失活しないがパパイ．ソにより
　失活する。又，プロテアーゼあるいはエスラーゼ活性はなく，ロatuoal　Pτotease　inhibit。rにも影響され
　ない。このことは既知の血清由来のPFsであるグロブリン因子やカリクレイソとは性質がことなる。既
　知のPFsとの｛生質の比較は表1の通りである。
　以上のように今回，薯者がPptをモルモットのPMNに貧食せしめることにより細胞外に活性化した
PFsを遊離し，その化学的性質により2種の蛋白性物質を分別し，一つは抗ヒスタミン剤により抑制される
short　acti皿9の物質，他は抗ヒスタミン剤で抑制されぬ10ng　act｛ngの物質であることを明らかにしたこ
とは，アレルギー性炎症に見出されている血清あるいは炎症部の障害細胞由来のPFs・とは別に炎症巣に誘
致されるPMNを目標とした点で特異的であり，そのPFsも既知のものと性質に於て種々異るものであ
る。又血管透過冗進の度を測る上で，τad董。a面ve　Evan8　blueを静注する方法を考案し，色素の抽出法と
平行し，τadio－chemica1に定量したことはその方法が極めて簡便，正確であり，今後，炎症反応の測定に
広く応用され得るものである。
　上記，著者の行った研究はアレルギー炎症巣に発現する微小循環障害機構の研究に新たな示唆を与えるも
のであり，病態生理学上学術的価値を高く評心し，獣医学博士を授与するに値するものと認定する。
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